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RESUMEN

Se demostrd que el extracto alcohélico del fruto de Solanum
melongena presenta actividad hipocolesterolemiante signifi-
cativa en ratas a las que se llevé a hipercolesterolemia por la
adicion de aceite de coco a la dieta que recibfan desde la
ablactacién. Mediante un estudio. histopatolégico de la aorta
se estableci6 el efecto de la dieta y los tratamientos (extracto,
probucol y agua destilada) sobre el grado de lesion ateros-
clerdtica, sin encontrar diferencia significativa entre ellos.

SUMMARY

The hypocholesterolemic activity of the alcoholic extract
of the fruit of Solanum melongena in rats, induced to
hyperchlolesterolemia by addition of coconut oil at the diet,
was proved. The effect of diet and treatments (extract, probucol
and destiled water) in regarding the grade of atherosclerotic
lesion was established through a histopathologic study of the
aorta. It was not found significant differents between treatments.

INTRODUCCION

Laaterosclerosis y especificamente la enfermedad coronaria
(E.C.) constituyen la primera causa de muerte de la poblacién
adulta en los pafses latinoamericanos (1). La patogénesis es
multifactorial e implica interacciones complejas entre factores
medioambientales y genéticos. La hipercolesterolemia es un
factor de riesgo mayor (especialmente la fraccién LDL).
Usualmente no se identifican anormalidades genéticas en los
casos de hipercolesterolemia moderada y seguramente sus
causas fundamentales sean los factores ambientales, especial-
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mente la dieta de la cual todos sus componentes y las
interacciones entre ellos son importantes; particularmente
grasas saturadas, proteina animal y sacarosa (2,3).

En la medicina tradicional se utiliza el fruto de Solanum
melongena parabajar de peso y disminuir el colesterol (4,5,6).
En diferentes estudios se reportan resultados contradictorios
5.7D.

En este trabajo se estudio el efecto del extracto etanélico
del fruto de S. melongenasobreel nivel decolesterol plasmatico
en ratas, alimentadas con una dieta enriquecida con aceite de
coco el cual fue elegido por su contenido de 4cidos grasos
saturados. Para efectos de comparacion se administraron tam-
bién tratamientos control (agua destilada) y patrén (probucel).

Otro objetivo fuedilucidarel gradode lesién aterosclerética
logrado con esta dieta y el efecto de los tratamientos anterior-
mente citados sobre él. Adicionalmente se observé el efectode
los tratamientos sobre el peso.

Por su utilizacién tradicional como alimento, se considerd
que para el extracto de este fruto el método mds adecuado para
el estudio de su toxicidad agudaes el de «Dosis fijas» propues-
to por la Sociedad Britdnica de Toxicologia (8).

PARTE EXPERIMENTAL
Animales:

Se utilizaron ratas macho descendientes de la cepa Fisher
344 del bioterio del Departamento de Farmacia (Universidad
Nacional) de 14-16 semanas de edad. Se mantuvieron bajo
condiciones estandar de temperatura ambiente (21 + 1°C),
humedad relativa (55 +10%), fotoperiodos: 12 horas-luzy 12
horas-oscuridad. Habitaron en grupos de 3 o 4 en cajas de
metal y recibieron durante el periodo de adaptacion pellets
marca Ken-L; posteriormente se varid la dieta de acuerdo con
el disefio experimental. Ademads se utilizaron ratones albinos
suizos machos, con pesos entre 26 y 40 gramos (6 a9 semanas
de edad, aproximadamente), mantenidos en iguales condicio-
nes que las ratas.
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Toxicidad aguda:

Se dividieron al azar 30 ratones en tres grupos de diez.
Luego de quince horas de ayuno se les administré el extracto
suspendido en agua destilada por canulacién oro-géstrica. Se
utilizaron dos niveles de dosis: 500 mg/kg y 1000 mg/kg. Se
observaron por un periodo de 48 horas.

Dietas:

El aceite de coco se obtuvo de frutos maduros, que fueron
pelados, cortados y licuados en agua caliente, resultando una
lechada que se col6 y se evaporé obteniéndose el aceite. En el
momento de utilizarlo se fundié y se mezcl6 con lospellets de
Ken-L impregnandolos completamente.

En el estudio preliminar (después del periodo de adapta-
cién) a todas las ratas se les administraron los pellets impreg-
nados con aceite de coco, alcanzando éste en promedio 10.5%
de ladieta (p/p). En lafase «experimental» a 5 de los 7 bloques
se les administraron los pellets con aceite de coco que en
promedio alcanzé 9.6% de la dieta (p/p). A los otros dos
bloques se les continué administrando el Ken-L solo.

Tratamientos:

Como patrén se utiliz6 probucol (Lesterol®, Abbot) en
tabletas de 500 mg, las cuales fueron pulverizadas en un
mortero y suspendidas en aceite de oliva (para mejorar su
biodisponibilidad (9)).

El extracto etandlico se obtuvo a partir del fruto seco y
molido, por maceracién en etanol, agitacion y evaporacién en
un evaporador rotatorio a 40°C. El residuo se suspendi6 en
agua destilada y se liofilizé. En el momento de administrarlo
se preparé en agua destilada.

Dosis y via de administracion:

En el ensayo preliminar se eligié la dosis. Para la fase
«experimental» los tratamientos, las dosis y el nimero de
animales utilizados se muestran en latabla 1. Los tratamientos
se administraron por canulacién oro-géstrica.

TABLA 1. DISTRIBUCION DE TRATAMIENTOS

Grupo de tratamiento Dosis No. de
animales
A: Control (dieta + aceite de coco) Agua destilada 5
B: Extracto etandlico 0.13 g/ikg 5
C: Patrén (probucol) 0.10 g/kg 5
D: Control (dieta «normal») - 5

Procedimientos experimentales:

En el estudio preliminar se distribuyeron segtin su peso 12
ratas macho de aproximadamente 14 semanas de edad, en tres
bloques de a cuatro. Se adapataron durante dos semanas, al
cabo de las cuales se inicié la dieta con aceite de coco. Se
controlé el nivel de colesterol alas 4, 6, 8, 10, 12 y 14 semanas
de dieta experimental. Se iniciaron los «tratamientos» consis-

‘tentes en 3 niveles de dosis del extracto por via oral (humedad

del fruto fresco: 91.32%): 0.0651 g/Kg/dia (aprox. 1 berenje-
na/dia), 0.1230 g/Kg/dia (aprox. 2 berenjenas/dia), 0.2460 g/
kg/dia (aprox. 4 berenjenas/dia) y un control: agua destilada.
Se midieron niveles de colesterol alas 2, 5, 8 y 10 semanas de
tratamiento.

En la fase «experimental», ratas macho de 15 semanas de
edad se dividieron al azar en grupos de a tres. A dos de estos
grupos se les tom6 como «controles». Luego de dos semanas
de adaptacion, se midié el colesterol plasmadtico basal. A partir
deentonces alos grupos «control» seles continué administran-
dolos pellets de Ken-L (dieta «normal»). A los otros grupos se
les alimenté con los pellets impregnados con aceite de coco. Se
controld el colesterol plasmatico alas4, 6, 10y 15 semanas del
comienzo de las dietas. El peso se control6 semanalmente.

Se distribuyeron las ratas a la semana 15 de dieta experi-
mental (grasa o «<normal») en bloques al azar segiin el peso,
reagrupando las ratas de la dieta grasa en 5 grupos de 3 y las
de la dieta «normal» en 2 grupos (uno de 3 y otro de 2). Se
midié el nivel de colesterol plasmadtico en la semana 24.

Luego de la semana 24 de la dieta experimental, se inicia-
ron los tratamientos (tabla 1). Se continué el control semanal
del peso. Se control6 el colesterol en las semanas 2,4,6,8,10,
12 y 14 del tratamiento. Aproximadamente 5 dias desde el
dltimo control del nivel de colesterol (semana 15 del trata-
miento), luego de 14 horas de ayuno se sacrificaron para
obtener la aorta, la cual fue disecada, fotografiada, abierta por
la cara ventral y fotografiada nuevamente; se dividi6 en tres
segmentos, cada uno de los cuales se dividi6 a su vez en dos
mitades, una de las cuales se tratd para hacer cortes por
congelacion y la otra para ser embebida en parafina.

Medida del colesterol sérico:

En la fase preliminar se determind el colesterol plasmético
utilizando el sistema enzimatico COLESTEROL-COD-ANA
de Labtest. Para ello los animales, luego de 12-14 horas de
ayuno, se anestesiaron con éter etilico, se recolecté sangre
venosa por puncién del seno retroorbitario con capilar
heparinizado. Se centrifugaron los capilares para obtener el
plasma (dos replicaciones por rata). Se siguié el método
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recomendado por Labtest. Para esta fase se compar6 con un
patrén (100 mg/dl), calculdndose asi el colesterol plasmético
en mg/dl.

Enla fase «experimental» se midi6 el colesterol utilizando
el mismo reactivo, previa realizacién de una curva de
calibracion. La sangre venosa se obtuvo de la forma citada
arriba. Las absorbancias se interpolaron en la curva patrén
obteniéndose la concentracién de colesterol en mg/dl.

Examen histolégico:

Para los cortes provenientes de los bloques de parafina, se
practicaron las siguientes coloraciones: 1) Hematoxilina-
Eosina: Coloracién de rutina. 2) Tricrémica de Masson: Para
fibras eldsticas y coldgenas, y 3) Von Kossa: Para calcio. Para
las preparaciones por congelacién: Sudan IV-propilenglicol
para grasa. En los cortes histolégicos coloreados con H-E y
tricrémica se calificé la presencia de células espumosas,
musculares lisas y fibras eldsticas (categorias: negativo aleve,
moderada y severa). En la Sudan IV, se estudié la presenciade
células espumosas y se clasificéen categorfas segiin su niimero
(ninguna, 1 a5, 6 a 10,y més de 10). El pat6logo ignoraba que
tratamiento recibfa la rata a la que pertenecia la muestra de
tejido.

Métodos estadisticos:

Los anilisis estadisticos se hicieron utilizando métodos
paramétricos (ANOVA,COVARIANZA, Duncan, tyt’) para
datos de peso y colesterolemia. Métodos de Kruskal-Wallis,
Friedman y Man-Whitney (no paramétricos) para lacompara-
cién de grados de lesion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Toxicidad aguda:

En ninguno de los niveles de dosis utilizados se presentd
cambio alguno (ni muertes) durante el periodode observacién.
Se concluyé6 que este extracto, segiin la prueba de las «dosis
fijas», corresponderia a «NO CLASIFICADO» (8). Esto coin-
cide con lo esperado para un fruto utilizado como alimento en
muchos pueblos por largo tiempo.

Nivel de colesterol plasmatico - Efecto de la dieta:

Entre las causas fundamentales de hipercolesterolemia
moderada estan los factores ambientales, especialmente la
dieta (3,10,11). Es importante la contribucién de cada uno de
sus componentes y lainteraccién entre ellos comodeterminan-

te del nivel de colesterol plasmético y aterogenicidad. El aceite
de coco por ser una grasa saturada es hipercolesterolemiante
(12). Contiene 4dcidos grasos saturados de 12 (44 a 51%), 14
(13a18%)y 16 carbonos (7 a 10%) que son los que afectan la
colesterolemia.

En este estudio tanto en la fase preliminar como en la
experimental se observé que con ladieta «grasa», con aceite de
coco, se lograron mds tempranamente niveles significativa-
mente mayores (p<0.05) que con la dieta normal consistente
en pellets para perro. En la figura 1 se observa que en la fase
experimental se obtuvieron niveles mayores de colesterol con
la dieta grasa en todas las fechas, estas diferencias fueron
estadisticamentesignificativas (p< 0.05), coincidiendo conun
estudio hecho con ratones que comparé aceite de girasol y
aceite de coco encontrando que las concentraciones de lipidos
en plasma fueron 17-33% menores en los alimentados con
aceite de girasol (13).

mD. grasa
aD. "normal"
—— = |

colesterol (mg/dl)

0 4 6 10 15 24
semanas

*: p<0.05

Figura 1: Comparacién de dietas.
Dieta grasa Vs. dieta "normal"

Actividad hipocolesterolemiante:

En estudios anteriores se han reportado resultados contra-
dictorios de la actividad del fruto de S. melongena sobre el
nivel decolesterol plasmadtico (5,7). En la fase «experimental»
se demostré diferencia significativa (p<0.05) entre tratamien-
tos (extracto, probucol, agua destilada) en las semanas 4, 8,10
y 14 de tratamiento (figura 2). En la comparacién de medias,
conla pruebat” en todas estas fechas se demostré una diferen-
ciasignificativa (p< 0.05) entre el control y el extracto y entre
el control y el patrén (probucol); mientras que la diferencia
entre el patrén y el extracto no fue significativa; demostrando
asf actividad hipocolesterolemiante significativa del extracto
etandlico del fruto deS. melongena, comparable al del patrén,
probucol, utilizado como tal por los miiltiples reportes de
actividad hipocolesterolemiante en la especie utilizada
(14,15,16,17).
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Figura 2: Comparacion de tratamientos

El estudio preliminar mostr que la dosis més adecuada
paramantener niveles bajos- estables de colesterol plasmatico
fue laequivalente aaproximadamente 2 berenjenas/dia(0.1230
g/Kg/dia), lo que coincide con la utilizacién popular de este
fruto como hipolipemiante.

Actividad antiaterogénica:

Aunque larataes considerada una especie «resistente» a la
aterosclerosis (18), se reporté lainduccién de aterogénesis con
aceite de mani (19). Rogers y Karnovsky utilizaron esta
especie para desarrollar un modelo de deteccién temprana
(estadios iniciales) de la aterogénesis inducida por dieta como
técnica para medir la efectividad de tratamientos disefiados
parainfiuir sobre el inicio de las lesiones (formacién de células
espumosas) en animales experimentales. Otros autores (20,21)
también la han utilizado para estudiar la etapa de adhesion-
migracién monocitaria y formacién de células espumosas.

En este trabajo no se observo ninguna lesién macroscépica.
En el estudio histolégico se encontraron tinicamente células
espumosas. Esto se detecté con los dos tipos de dieta, es decir,
con ambas se alcanz6 el estadio temprano de la aterogénesis.
Esta ausencia de diferencia significativa entre dietas podria
atribuirse al contenido de la dieta «normal» de proteina de
origen animal (harina de carne, harina de huevos), grasa
animal y sacarosa; probando asi el hecho de que cada uno de
los componentes y ¥u interaccién son importante en la
aterogenicidad de una dieta (2).

Como se observa en la figura 3, no se encontré diferencia
significativa entre tratamientos: extracto, patrén (probucol) y
control (agua destilada). Aunque al observar los resultados el
nimero de células espumosas en la mayoria de las preparacio-
nes hsitoldgicas fue de O, es notorio que en el grupo de ratas
tratadas con probucol se encontré un grado de lesién semejan-
te al de los otros dos grupos. Esto coincide con el estudio de

Faruqui y Dicorleto quienes reportaron que el probucol no
evit6 laformaciénde células espumosas y adhesién monocitaria
en ratas alimentadas con dieta alta en colesterol; aunque otros
autores demostraron in vitro disminucién de la adhesién
monocitaria por este fairmaco (22). Otraexplicacion posible es
que laformaciénde célulasespumosasen el grupotratadocon
probucol se relacione con el hecho de que en esta especie la
mayor fraccién del colesterol probablemente no se encuentra
en las LDL (11,18,23).

15

0 cél. espum.
0 1-5 cel. esp.

m 5-10 cel. esp.
m>10 cel. esp.

frecuencia

tratamientos

Figura 3: Actividad antiaterogénica
No. de especimenes/categoria

A pesarde quela proliferacién de CMLs se considera «sine
qua non» de la aterosclerosis (24) y de que la hipétesis de la
masa celular intimal relaciona la acumulacién focal de estas
células con los sitios donde se desarrollara la lesion, en este
estudio con las coloracionestricromica y de H-E se reportaron
fibras elasticas y CMLs como abundantes (+++) en la tinica
«media» lo que se espera en la morfologia de la pared normal
de un vaso como la aorta. Esto podria explicarse aduciendo
que la célula espumosa es el mds probable signo inicial de
lesién como lo reportaron Roger y Karnovsky (25), quienes
demostraronqueen animales alimentados condieta aterogénica,
el estadio temprano de lalesion implica la adhesion ala pared,
su migracion dentro de ella y la acumulacidn intracelular de
lipidos transformandose en célula espumosa (11,22,24,25,26).

El endotelio, en todas las preparaciones histoldgicas fue
reportado como normal, lo que coincide con el concepto de
que en la aterogénesis la denudacién grosera no ocurre o es
infrecuente (24).

Efecto de los tratamientos sobre el peso:

Contrario al uso popular de este fruto para perder peso
(4,5,6), en ninguna de las fechas analizadas se encontré
diferencia estadisticamente significativa (p<0.1) entre trata-
mientos (extracto, probucol y agua destilada). Es decir, no se
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demostré influencia del extracto del fruto de S. melongena
sobre la ganancia de peso (figura 4).

430

S = Control
§ 390 o patrén
3 m extracto

350

0 4 8 12 15
semanas

Figura 4: Comparacién de tratamientos
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